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RESUMO 
 
 xv
Chumbo (Pb) é um dos mais importantes metais pesados que ocorrem naturalmente, com 
efeitos tóxicos, após exposições agudas e crônicas, no fígado, sistema nervoso, 
hematopoese e especialmente os rins. O objetivo desse estudo foi analisar o transporte de 
sódio através dos túbulos proximais renais durante uma intoxicação crônico por chumbo 
comparando com as alterações morfológicas das células dos túbulos renais proximais. 
Ratos Wistar Hannover machos foram intoxicados cronicamente com injeções diárias de 
2,5 ml/kg de uma solução de acetato de chumbo 1%, intra-peritoneal e sacrificados após 8, 
15, 30, 45 e 60 dias. Amostras de tecido dos rins foram examinadas através da microscopia 
ótica e eletrônica, e também através da análise de textura computadorizada. Clearance 
renal, aporte proximal e pós-proximal de sódio foram estudados. A reabsorção de sódio no 
túbulo contorcido proximal renal decaiu após uma semana mas, se recuperou após uma mês 
e alcançou um nível maior que o dos animais controle antés do fim do experimento. A 
análise ultra estrutural demonstrou edema mitocondrial com degeneração e perda das 
microvilosidades (“brush border”). porém, nenhuma alteração significativa do núcleo das 
células dos túbulos contorcidos proximais renais foram observadas nas duas primeira 
semanas. A cariometria revelou um aumento do tamanho do núcleoentre durante o 
experimento. A textura da cromatina mudou significativamente entre o décimo quinto e 
trigésimo dia concomitantemente com o aparecimentos das inclusões nucleares. Os valores 
de Energia derivados das imagens geradas através da transformada rápida de Fourier foram 
mais eficientes em detectar diferenças entre os grupos em relação as variáveis derivadas da 
matrix de co-ocorrência dos níveis de cinza. Alterações nucleares ocorreram entre quinze e 
trinta dias da intoxicação crônica por chumbo, paralelo a normalização da capacidade 
fisiológica renal de reabsorção de íons. A formação das inclusões nucleares, regeneração 
mitocondrial e o aumento da produção de proteínas antioxidantes podem esatar envolvidas 
em um mecanismo compensatório.  
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ABSTRACT 
 
 xvii
Lead (Pb) is one of the most important naturally occurring and ubiquitous heavy metals, 
with toxic effects after acute or chronic exposure on liver, the nervous system, 
hematopoesis, and, especially the kidneys. The aim was to study the time course of the 
renal tubular sodium handling during chronic experimental lead poisoning in rats 
comparing it with the morphologic changes of epithelial cells of the proximal tubule. Male 
Wistar-Hannover rats were chronically intoxicated with daily i.p. injections of 2.5 ml/kg of 
1% lead acetate solution and sacrificed after 8, 15, 30, 45 and 60 days. Kidney samples 
were examined by light and electron microscopy and by computerized texture analysis. 
Renal clearance as well as fractional proximal and postproximal renal sodium handling was 
studied. Sodium reabsorption at the proximal tubule decreased significantly after one week 
but recovered after one month and achieved a higher level than in controls until the end of 
the experiment. Ultrastuctural examinations showed mitochondrial swelling with 
degeneration and loss of microvilli but no striking alterations of the epithelial cell nuclei in 
the first two weeks. Karyometry revealed an increase in nuclear size during the experiment. 
The chromatin texture changed significantly between the 15th and 30th day concomitantly 
with the appearance of inclusion bodies. Energy values derived from Fast-Fourier-
transformed images were more efficient in detecting differences between the groups than 
variables derived from the gray value co-occurrence matrix. Significant nuclear alterations 
occur between 15 and 30 days of chronic lead intoxication, paralleled by a normalization of 
the physiological renal ion reabsorption capacity. The formation of inclusion bodies, 
mitochondrial regeneration as well as an increased production of antioxidant proteins may 
be involved in this compensatory mechanism. 
Abstract 
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1.1- O Chumbo  
O chumbo é reconhecidamente um contaminante ambiental de grande 
importância, em conseqüência de seu emprego industrial, como por exemplo, na indústria 
extrativa, petrolífera, de acumuladores, de tintas e corantes, cerâmica, gráfica e bélica 
(Larini, 1997).  
Ele é um metal dúctil, maleável, de cor prateada ou cinza-azulada, resistente à 
corrosão e pertence ao Grupo IV B da tabela periódica. Entre suas propriedades físicas e 
químicas, destacam-se peso atômico 207,2, densidade específica 11,35 a 20ºC, ponto de 
fusão 327,5ºC e ponto de ebulição 1740ºC. Os complexos de Pb2+ são estáveis. Dentre os 
compostos inorgânicos de chumbo destacam-se o acetato de chumbo bivalente 
Pb(CH3COO)2 (pode ser anidro, tri-hidratado ou decaidratado (Larini, 1997; Oga, 1996). 
Nos últimos anos, a demanda de chumbo tem sofrido uma mudança quanto ao 
tipo de utilização. A contaminação de água pelo chumbo, em áreas urbanas e suburbanas, 
tem aumentado consideravelmente.  
No setor industrial, além do chumbo metálico, são comuns os compostos de 
acetato de chumbo, cloreto de chumbo, cromato de chumbo, nitrato de chumbo, óxido de 
chumbo, fosfato de chumbo e sulfato de chumbo (Oga, 1996). A contaminação do solo 
pode advir de forma natural ou geológica, ou pode decorrer das atividades exercidas pelo 
homem, como mineração, indústria e transporte. O teor de chumbo nos solos varia 
conforme a região; em regiões próximas de vias de tráfego intenso, os teores são mais 
elevados que em áreas isoladas (Larini, 1997). 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) sugere que o limite aceitável de 
chumbo, na água potável, seja de 50µg/L (0,05 ppm) (Gidlow, 2004). 
Em relação à quantidade de chumbo introduzida diariamente no organismo 
humano tem-se o valor de 300 a 460 µg, que correspondem fundamentalmente à ingestão 
de alimentos (220 a 400 µg), de água (10 a 100 µg) e inalação do ar urbano (20 a 80 µg). 
Estudos recentes revelam que, mesmo o indivíduo não exposto ocupacionalmente ao 
chumbo, pode absorver cerca de 28 a 38  μg desse metal por dia   
(Cezard e Maguenoer, 1992). 
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As intoxicações do homem ou trabalhador podem ocorrer por exposição 
intensa, moderada ou leve, a curto, médio ou longo prazo, dependendo do grau de 
contaminação e tempo de exposição no ambiente em que vive ou ainda em que trabalha. 
Como saturnismo ou plumbismo, se entende a moléstia decorrente da intoxicação pelo 
chumbo a longo prazo (Larini, 1997; Weil, 1975). 
Cerca de 75% do chumbo absorvido em exposições agudas, é excretado pela 
via renal. Os mecanismos de excreção, quando de exposições agudas, são a filtração 
glomerular e a secreção tubular ativa. No caso de plumbemias normais, no entanto, o único 
mecanismo de excreção é a filtração glomerular. Os compostos de chumbo são excretados, 
geralmente, na forma de íons livres. Uma pequena parte destes compostos plúmbicos 
podem ser eliminados complexados com substâncias orgânicas de pequeno peso molecular. 
(Hsu e Yu, 2001). 
A excreção urinária do chumbo é influenciada por alguns fatores, a saber 
(Onuki, 2000): 
a) Idade: a excreção urinária do chumbo aumenta com a idade; 
b) Sexo: segundo alguns autores, a plumbúria é mais elevada nos homens do 
que nas mulheres; 
c) Estado fisiológico dos rins: toda lesão renal favorece a retenção do chumbo 
nos tecidos, fazendo que, mesmo em casos de concentrações elevadas de 
chumbo no organismo, a plumbúria permaneça normal; 
d) Ciclo circadiano: a excreção renal do chumbo é menor durante a noite e pela 
manhã, quando comparada com a excreção do metal após o meio dia e à 
tarde. Acredita-se que esta diferença seja devido à menor filtração 
glomerular e maior reabsorção tubular observada para o chumbo no período 
da noite/manhã; 
e) Agentes quelantes que se complexam com o chumbo, formando compostos 
de peso molecular elevado e que não podem sofrer reabsorção. 
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Os compostos orgânicos de chumbo são excretados pela urina (cerca de 72%), 
geralmente sob a forma de metabólitos, especialmente como Pb inorgânico. 
O chumbo provoca diversas alterações bioquímicas, todas elas deletérias, não 
existindo evidências de uma função essencial do mesmo no organismo humano. O chumbo 
pode provocar alterações nas estruturas terciárias de moléculas bioquímicas e, ao mesmo 
tempo, alterar ou destruir a função bioquímica normal (Larini, 1997; Lavicoli, 2002). 
 
1.2- Alterações na Atividade Enzimática 
O chumbo interfere em várias fases da biossíntese do grupo heme, provocando 
a inibição da enzima ácido delta-aminolevulínico desitradase (ALA-D) e da hemessintetase 
está perfeitamente caracterizada. A enzima ácido delta-aminolevulínico sintetase (ALA-S), 
essencial na formação do ácido delta-aminolevulínico (ALA), a partir da glicina e succinil 
CoA, tem sua ação in vitro inibida pelo chumbo e por outro lado também foi observado um 
aumento na atividade dessa enzima durante a exposição in vivo ao chumbo (Cordeiro e 
Lima-filho, 1995). 
Segundo estudos mais recentes, o aumento da atividade da ALA-S é induzido 
pela diminuição da síntese do heme e, portanto, por processo de retroalimentação que 
procura manter os níveis de formação do heme e, conseqüentemente, a elevação da 
atividade da ALA-S não ocorre por ação direta do chumbo. A combinação do aumento da 
atividade da -ALA-S e da inibição da atividade da ALA-D resulta no aumento acentuado 
dos níveis de ácido delta-aminolevulínico no sangue e na urina, conhecido como ácido 
delta-aminolevulínico urinário (ALA-U) (Cordeiro et al., 1996; Tomokuni et al., 1993).  
Em geral, o organismo dos indivíduos expostos ao chumbo sintetizam duas 
vezes mais ALA-S. A concentração urinária da ALA começa a se relacionar com a 
plumbemia a partir de valores de 40 μg de chumbo / 100 ml de sangue  
(Sithisarankul et al, 1998; Sem et al., 2002).  
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1.3- Manifestações Clínicas Renais 
A manifestação dos sinais e sintomas pode ocorrer quando a absorção do metal 
é aumentada ou após um longo período de exposição a baixas concentrações ou ainda, 
quando ocorre uma acidose, descalcificação ou outro fator que provoque a mobilização ao 
metal armazenado (Wedeen et al., 1975)  
No sistema renal de adultos e crianças, o chumbo provoca dois efeitos distintos 
em nível renal: um dano no túbulo proximal e uma lenta e progressiva deficiência renal, 
envolvendo redução na função glomerular associada a danos vasculares e fibrose. A lesão 
tubular é caracterizada pela tríade de Falconi e nefropatia crônica, que é caracterizada por 
alterações arterioscleróticas e degeneração hialina dos vasos, com conseqüente alteração na 
excreção renal (Lin et al, 2003; Hsu e Yu, 2001). 
 
1.4- Textura e Função Biológica de Núcleos 
A textura é uma característica que descreve a aparência de parte de uma 
imagem e é freqüêntemente expressa como macia, arenosa, regular, grosseira, granular, etc 
(Haralick et al. 1973). 
A textura da imagem histológica ou citológica dos tecidos está intimamente 
relacionada com o estado fisiológico e com o distúrbio fisiopatológico do organismo, o que 
é a base da análise microscópica.   
A textura da cromatina dos núcleos está relacionada com fenômenos 
epigenéticos, tais como metilação ou modificação das histonas, que remodela 
profundamente a arquitetura nuclear característica de cada tipo de tecido. Mudanças 
fisiológicas ou patológicas podem ainda influenciar neste processo, explicando a grande 
variedade da estrutura da cromatina (Cremer et al., 2005; Gilbert 2005; Misteli, 2005;  
Orr et al., 2005). 
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Portanto, o estudo da textura nuclear tornou-se cada vez mais importante para a 
histopatologia e citopatologia. O tamanho, a forma e a textura dos núcleos são de 
fundamental importância na avaliação citológica (Bedin, 2004; Adam, 2002). 
Tradicionalmente, a análise da textura microscópica histológicas e citológicas é 
feita pela opinião do “expert”, do especialista treinado.  Esse tipo de avaliação, porém, 
contém um forte componente subjetivo, o que explica o considerável grau de discordância 
entre os especialistas em todos os campos da histopatologia ou citopatologia (Christopher e 
Hotz, 2004).  Isso explica as tentativas de objetivar o processo diagnóstico, utilizando-se 
ferramentas matemáticas aplicadas, na análise de imagens microscópicas  
(Metze e Adam, 2005).  
Descritores de textura nuclear demonstraram grande utilidade na diferenciação 
de tecidos com estruturas normais em comparação com o mesmo tipo de tecido, porém 
acometido por alguma alteração patológica, identificando alterações que não são 
perceptiveis ao observador (Metze et al., 2005a; Metze et al., 2005b; Metze et al., 2005c; 
Bedin, 2004; Adam et al., 2004a; Adam et al., 2004b; Adam et al., 2004c; Metze et al. 
2004).  Porém, não se encontrou, na literatura, análise de textura da cromatina de células 
dos rins de ratos Wistar intoxicados por chumbo, visando correlacionar aspectos 
fisiopatológicos e análise de textura. 
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2.1- Objetivos Gerais do Estudo 
Detectar, através da análise de imagem, alterações nucleares das células dos 
túbulos proximais renais não perceptíveis ao observador e relacionar com alterações 
fisiopatológicas da função renal dos animais estudados. 
 
2.2- Objetivos Específicos 
A) Avaliar alterações histopatológicas nos órgãos de ratos Wistar causadas pela 
intoxicação por chumbo em função do tempo; 
B) Avaliar a alteração da função renal no decorrer da intoxicação; 
C) Relacionar as alterações funcionais com as características histopatólogicas; 
 
2.3- Hipóteses 
Hο: Os dados morfométricos, da análise da textura nuclear das células dos 
túbulos proximais renais e da função renal, não mudaram durante a 
intoxicação por chumbo 
H: Os dados morfométricos, da análise da textura nuclear das células dos 
túbulos proximais renais e da função renal, mudaram durante a intoxicação 
por chumbo 
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3.1- Animais 
Sessenta ratos Wistar, machos adultos, pesando entre 200 gramas, foram 
divididos em três grupos, com 20 ratos cada, sendo cinco animais controle, e os 15 restantes 
receberam uma dose do composto químico diariamente, por períodos que variaram de 8 a 
60 dias. 
Os animais tiveram acesso à água e ração sem restrições e ficaram expostos a 
ciclos claro-escuro de 12 horas, à temperatura ambiente (25ºC,± 2ºC) 
 
3.2- Administração dos Compostos Químicos nos Ratos Wistar 
Cada animal recebeu uma dose diária de 0,5 ml de solução de acetato de 
chumbo 1% e os controles 0,5 ml água destilada, via intraperitoneal  
 
3.3- Estudo da Função Tubular Renal pelo Clearance de Lítio 
Os estudos foram realizados em gaiolas metabólicas individuais com inicio dos 
ensaios às 8:00 pm. Os animais receberam LiCl 0.06 mEq/100 g de peso corporal, 
administrados por gavagem 14 horas antes do início dos experimentos. A partir deste 
momento cada rato foi colocado em gaiolas metabólicas individuais, sem restrição de 
movimentos, em jejum para ração sólida, ingerindo água ad libitum. Os animais foram 
submetidos a um período experimental de 120 minutos em estado vígil. Para a obtenção de 
um fluxo urinário regular e estável, neste intervalo de tempo, os animais receberam uma 
sobrecarga hídrica por gavagem de 5% do peso corporal 90 e 30 minutos antes do início 
experimental. Em seguida, foi feita a coleta de urina destes animais através de funis 
adequadamente adaptados sob as gaiolas metabólicas, em tubos cônicos graduados com 
divisões de 0.2 ml. As alíquotas de urina foram congeladas (-20°. C) para a realização das 
dosagens porteriormente. Em seguida, o animal foi anestesiado com éter etílico e coletou-se 
uma amostra de 2,5 ml de sangue através de sua cauda. Estas foram centrifugadas a 5000 
rpm por 10 min, o plasma foi aliquotado e armazenado juntamente com as amostras de 
urina, sob refrigeração (-20°. C) para posterior dosagem.  
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3.4- Obtenção das amostras de tecido e técnicas citológicas 
Os animais foram anestesiados com ketamina e xilasina (75mg/kg e 10mg/kg 
respectivamente, intraperitoneal.). Logo após, realizou-se laparotomia medial e os rins 
foram expostos rebatendo-se os intestinos e fígado. A artéria renal do rim esquerdo foi 
clampeada e o rim esquerdo retirado.  
Através de laparotomia medial, rebatendo-se a arcada dorsal, foi possível 
vizualizar o coração e, identificando-se a área cardíaca correspondente ao ventrículo 
esquerdo,  introduziu-se uma agulha até o arco aórtico, conectada ao sistema de perfusão. A 
drenagem da solução foi obtida pela secção da aurícula direita. Deu-se então início à 
perfusão, inicialmente com 100 ml de líquido pré-perfusão constituído por salina 
heparinizada 2%. Em seguida perfundiu-se com paraformaldeído 4% em tampão fosfato de 
sódio 0,1M pH 7.4. Os tecidos foram retirados e seccionados sagitalmente na região 
mediana, sendo armazenados em cápsulas histológicas. As amostras de tecido foram 
mantidas na mesma solução fixadora e desidratados em série etanólica crescente, 
diafanizados e incluídos em parafina (Histosec-Merck/RJ). Cortes de 5 µm, obtidos através 
de mocrótomo, foram corados com hematoxilina e eosina (H&E). Todao os cortes 
hitológicos foram preparados, corados e cortados pelo mesmo técnico do Núcleo de 
Medicina e Cirurgia Experimental do Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade 
de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), a fim de 
minimizar a variação de qualidade dos reagentes e tempo de exposição das lâminas à luz. 
 
3.5- Análises Bioquímicas 
3.5.1- Determinação das Concentrações de Sódio, Lítio, Potássio e Creatinina 
Plasmáticas e na Urina 
A concentrações plasmáticas de sódio, lítio e potássio foram determinados por 
fotometria de chama (Micronal, B262, São Paulo, Brasil), enquanto as concentrações de 
creatinina foram determinadas espectrofotométricamente (Instruments Laboratory, Genesys 
V, USA). 
Material e Métodos 
29
3.5.2- Quantificação do Ácido Delta-Aminolevulínico Urinário 
As dosagens do ácido delta-aminolevulínico urinário foram realizados pelo 
laboratório do Centro de Controle de Intoxicações (CCI) do Hospital de Clínicas (HC) da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foi utilizado o método de Tomokuni e 
Ogata. Adicionou-se a 1ml da urina coletada, uma alíquota 0,2 ml de acetato de etila, 1ml 
de tampão fosfato (pH 4,6) e 1ml de água destilada, colocou-se a amostra em banho-maria 
fervente durante 10 minutos. Após o aquecimento, adicionou-se 1ml de acetoacetado de 
etila à amostra, agitando-a no mixer durante um minuto e logo após centrifugou-se por 
cinco minutos a 2.000 rpm para acontecer a separação das fases orgânica e aquosa. Em 
seguida, retirou-se 1ml do sobrenadante (fase aquosa) e adicionou-se uma alíquota de 1ml 
do reativo de Erlich modificado, que induz a formação de um composto colorido, pela 
reação entre a Ácido delta-aminolevulínioco-pirrol (ALA-pirrol) e o reativo de Erlich 
modificado, que teve sua absorvância resultante medida a 553 nm em espectrofotômetro. 
Os valores obtidos foram corrigidos através da concentração de creatinina na mesma 
amostra. A construção de uma curva padrão foi realizada utilizando-se alíquotas com 
concentrações previamente conhecidas de ácido delta-aminolevulínico. 
 
3.6- Análise da Textura  
As lâminas foram selecionadas aleatoriamente adquirindo-se no mínimo 20 e 
no máximo 30 imagens digitalizadas dos túbulos proximais renais, de cada um dos animais. 
As aquisições das imagens foram feitas sem conhecimento do tempo de intoxicação para 
evitar viés de aquisição. 
A aquisição das imagens foi realizada através do uso de câmara digital de alta 
resolução (12 megapixels), lente objetiva com aumento de 100 X e óleo de imersão; no 
sistema Leica DC 500 e software IrfanView, Microsoft®. As imagens foram salvas, sem 
compactação, no formato bitmap colorido de 8 bits (extensão BMP), com tamanho  
1300 x 1030 pixels. 
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As imagens adquiridas foram segmentadas, totalizando 100 núcleos 
segmentados por animal, através do software Limiar (Figura 1, 2 e 3), transformadas em 
escala de cinza e analisadas através de programas de análise de imagem (Morph). A 
imagem de cada núcleo segmentado foi convertida para a escala de cinza com níveis de 
luminância entre 0 e 255, sendo 255 o mais claro (Adam et al, 2006) 
Todas as imagens digitalizadas das lâminas e segmentadas foram nomeadas 
automaticamente pelo programa, eliminando a possibilidade de erro durante a tarefa. 
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 Figura 1- Software Limiar, disposição inicial do software antes do início da segmentação.. 
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 Figura 2- Imagem em processo de segmentação no software Limiar. Os quadrados 
numerados indicam a ordem e quais núcleos já foram segmentados. 
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 Figura 3- Imagem de núcleo segmentado (Thresholding Image). 
 
Foram calculados os seguintes parâmetros: 
1 – Variáveis derivadas da imagem original e da imagem tranformadas através 
da Transformada Rápida de Forier (Fast Fourier Transform - FFT). 
Após a suavização das bordas dos núcleos, foram criadas a partir dessas 
imagens suavizadas, novas imagens utilizando a FFT e calculados os valores de energia de 
11 (onze)  faixas de freqüências. 
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Faixa de freqüência espacial Valor em µm 
R1 Infinito – 4,80µm 
R2 4,80µm – 2,40µm 
R3 2,40µm – 1,60µm 
R4 1,60µm – 1,20µm 
R5 1,20µm – 0,96µm 
R6 0,96µm – 0,80µm 
R7 0,80µm – 0,68µm 
R8 0,68µm – 0,60µm 
R9 0,60µm – 0,53µm 
R10 0,53µm – 0,48µm 
R11 0,48µm – 0,44µm 
Figura 4- Faixas de freqüências espaciais das imagens FFT. 
  
O nível de cinza (luminância) de cada pixel (menor elemento que compõe a 
imagem) define a altura do eixo Z em uma representação tridimensional da imagem 
original, criando assim, uma paisagem que, no contexto da análise de Fourier, pode ser 
interpretada com o resultado do acúmulo de funções harmônicas. Deste modo, as imagens 
FFT fornecem uma informação precisa sobre as estruturas repetidas inerentes à imagem 
original. Padrões periódicos de textura são detectadas com regiões claras na imagem FFT 
alusivos à direção e periodicidade. 
Os valores de energia das imagens FFT, que são equivalentes às amplitudes das 
ondas harmônicas que constrem a imagem microscópica, caracterizam a presença de 
padrões repetitivos na imagem original. 
Mudanças das baixas faixas de freqüências são equivalentes a grosseiras 
alterações na cromatina, enquanto que alterações nas altas faixas de frequencia indicam 
alterações finas, sutis. Altos valores de energia nas baixas freqüências (anéis 1, 2, 3, 4) 
indicam presença de estruturas contrastadas e relativamente grandes na cromatina enquanto 
alterações nas altas freqüências (anéis 8, 9, 10, 11) são equivalente a um padrão de sal e 
pimenta ou branco e preto (Adam et al, 2008; Herreros et al, 2007; Auda et al, 2006) 
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2 – Dimensão Fractal de Fourier das imagens, que  estima a complexicidade da 
cromatina (Rocha et al 2008; Rocha et al, 2006; Adam et al, 2006); 
3 – Segundo Momento Angular da Matriz de co-ocorrência Haralick que 
representa a suavidade da imagem (Theodridis e Koutroumbas, 2006); 
4 – Entropia da Matriz de co-ocorrência Haralick, que mede o número de 
transições entre os diferentes graus de cinza na imagem. (Kayser et al, 2007). 
 
3.7- Análises Estatísticas 
Os clearances renais (C) foram calculados por fórmulas padrões (C=VU/P), 
sendo V o fluxo urinário por minuto, U a concentração urinária e P os níveis plasmáticos de 
creatinina ou lítio para cada período. Calculou-se o clearance de creatinina (CCr) como 
estimativa da taxa de filtração glomerular (RFG) e o clearance de lítio (CLi+) usado para 
avaliar a manipulação tubular renal de sódio. Obteve-se os valores da excreção fracional de 
sódio (FENa+) e de potássio (FEK+) como CNa+/CCr e CK+/CCr, respectivamente, onde 
CNa+ e CK+ correspondem aos clearances de íons e CCr ao clearance de creatinina. 
As frações de excreção proximal (FEPNa+) e pós-proximal (FEPPNa+) de 
sódio, foram calculadas como CLi+/CCr x 100 e CNa+/CLi x 100, respectivamente. O 
aporte distal de sódio a partir dos túbulos proximais (DDNa+), foram determinados como 
CLi+ x PNa+ onde PNa+ é a concentração plasmática de sódio. 
Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± desvio padrão.  
Na análise de imagem a distribuição das variáveis foi avaliada com o teste de 
Kolmogorov –Smirnov. Dados obtidos estudando variáveis contínuas foram analisados 
usando Análise de Variância (ANOVA). Para comparações post hoc entre médias 
selecionadas utilizou-se o teste da Diferença Mínima dos Quadrados (Least Square 
Difference  - LSD) quando a análise inicial pela ANOVA indicou diferença estatística entre 
os grupos experimentais. Um valor p<0,05 foi considerado indicativo de significância. 
Em todas as análises realizadas utilizou-se os programas Winstat.  
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Todos os ratos sobreviveram até o última dia de experimentação, cada qual em 
seu respectivo grupo e dias de intoxicação. 
  
4.1- Ácido Delta-Aminolevulínico Urinário 
As concentrações do Ácido Delta-Aminolevulínico urinário (ALA-U) 
aumentaram constantemente durante o experimento atingindo valores muito elevados 
(Figura 5).  
 
 
Ácido Delta-Aminolevulínico Urinário 
Figura 5- Concentração do Ácido Delta-Aminolevulínico  na urina (ALAU) dos ratos 
intoxicados por chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicação). A 
diferença entre todos os grupos foi significativa. * = p<0,05. 
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4.2- Função renal 
A porcentagem de reabsorção de sódio nos túbulos contorcidos proximais 
renais  caiu de 84% – valores normais – para 77% após uma semana mas então aumentaram 
para 89% após um mês. Sódio e Potássio plasmáticos permaneceram sem alterações 
durante o experimento.  
 
4.2.1- Clearance de Lítio 
A taxa de absorção do túbulo contorcido proximal renal, que é estimada pelo 
Clearance de Lítio (CLi), foi significativamente elevado aos oito dias de intoxicação, que 
foi seguida por um declinio também significativo. Após 45 dias de intoxicação, os valores 
se mantiveram constantemente abaixo dos valores dos ratos controle, sem intoxicação 
(Figura 6). 
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Clearance de Lítio 
Figura 6- Valores do Clearance de Lítio (CLi) dos ratos intoxicados por chumbo, 
comparados a um grupo controle (sem intoxicação). O grupo de 8 e 15 dias de 
intoxicação tivem um aumento significativo em relação ao grupo controle e os 
grupos de 30, 45 e 60 dias de intoxicação. * = p<0,05. 
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4.2.2- Clearance de Creatinina 
Diferenças significativas do Clearance de Creatinina (CCr) não foram 
detectadas durante o estudo. 
 
Clearance de Creatinina 
Figura 7- Valores do Clearance de Creatinina dos ratos intoxicados por chumbo, 
comparados a um grupo controle (sem intoxicação). Não houve diferenças 
significativas entre os grupos. ANOVA: p=0,09. 
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4.2.3- Aporte Proximal de Sódio 
O Aporte Proximal de Sódio (APNa) revelou seu valor máximo após 30 dias de 
intoxicação e seu menor valor após oito dias de intoxicação. (Figura 8). 
 
Aporte Proximal de Sódio 
Figura 8- Valores do Aporte Proximal de Sódio  dos ratos intoxicados por chumbo, 
comparados a um grupo controle (sem intoxicação). Não há diferença 
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicação, mas há diferença 
entre esses grupos em comparação com o grupo controle e os demais  
grupos. * = p<0,05. 
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4.2.4- Aporte Pós-Proximal de Sódio 
O Aporte Pós-Proximal de Sódio (APPNa) revelou seu valor máximo após oito 
dias de intoxicação e seu menor valor, abaixo nos ratos controle, após 30 dias de 
intoxicação. (Figura 9). 
 
Aporte Pós-Proximal de Sódio 
Figura 9- Valores do Aporte Pós-Proximal de Sódio  dos ratos intoxicados por chumbo, 
comparados a um grupo controle (sem intoxicação). Não há diferença 
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicação, mas há diferença 
entre esses grupos em comparação com o grupo controle e os demais grupos.  
* = p<0,05. 
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4.2.5- Delivery Distal de Sódio 
O Delivery Distal de Sódio (DDNa) aumentou consideravelmente durante as 
primeiras duas semanas de intoxicação, mas regressou aos valores normais após um mês 
ficando significativamente abaixo do DDNa dos ratos controle (Figura 10). 
 
Delivery Distal de Sódio 
Figura 10- Valores do Delivery Distal de Sódio dos ratos intoxicados por chumbo, 
comparados a um grupo controle (sem intoxicação). Não há diferença 
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicação, mas há diferença 
entre esses grupos em comparação com o grupo controle e os demais grupos. 
ANOVA: p=0,00001. 
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4.2.6- Fração de Excreção Proximal de Sódio 
Os valores da FEPNa  dos ratos com oito e 15 dias de intoxicação tiveram 
aumentos significativos. (Figura 11). 
 
Fração de Excreção Proximal de Sódio 
Figura 11- Valores da Fração de Excreção Proximal de Sódio, em porcentatem (%), dos 
ratos intoxicados por chumbo, comparados a um grupo controle (sem 
intoxicação). Não há diferença significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de 
intoxicação, mas há diferença entre esses grupos em comparação com o grupo 
controle e os demais grupos. * = p<0,05. 
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4.3- Morfologia 
4.3.1 Microscopia Ótica 
Foram observadas alterações nos corpúsculos renais e túbulos contorcitos 
proximais renais. As alterações foram tempo dependentes em relação a intoxicação do rato. 
A Figura 12 e Figura 13 mostram a morfologia nomal e alterada, 
respectivamente, dos corpúsculos renais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12- Aparência morfológica dos corpúsculos renais, de um rato controle. Pode-se ver 
a morfologia normal de um corpúsculo renal, sem alterações. Barra = 10 µm. 
(H&E - 1000x). 
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Figura 13- Aparência morfológica dos corpúsculos renais, de um rato intoxicado por 
chumbo durante 30 dias. Pode-se ver a morfologia do espaço de Bowman  
(Bo) que se apresenta dilatado  e com lobulação do tufo de capilares (*) e 
coloração rarefeita da matriz mesangial. Barra = 10 µm. (H&E - 1000x). 
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Observa-se, na Figura 14, a aparência morfológica dos túbulos contorcidos 
proximais renais, preservados, sem nenhuma alteração. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14- Aparência morfológica dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato 
controle. Nota-se a disposição periférica dos núcleos, alta organização e a 
bordadura em escova (setas) em perfeitas condições. Barra = 10 µm.  
(H&E - 1000x). 
 
Após o iníco da intoxicação, em oito dias pôde-se observar a perda da bordarura 
em escova do interior do túbulo contorcido proximal renal (Figura 15) 
Após 15 dias de intoxicações por chumbo, observa-se que a perda da bordadura 
em escova persiste e há cariomegalia (Figura 16). As inclusões nucleares surgem a partir 
dos 30 dias de intoxicação e tendem a aumentar se a intoxicação persistir, apresentando-se 
como característica tempo dependente. Células do epitélio tubular são descamadas, 
localizando-se  na luz tubular ou em processo de descamação (Figura 17). 
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Figura 15- Aparência morfológica dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato 
intoxicado por chumbo durante oito dias. Nota-se a perda parcial da bordadura 
em escova (setas). Barra = 10 µm.  (H&E - 1000x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16- Aparência morfológica dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato 
intoxicado por chumbo durante 15 dias. Nota-se a que a perda da bordadura 
em escova (setas) persiste e há cariomegalia. Barra = 10 µm.  (H&E - 1000x). 
Resultados 
49 
  
 
 
In 
 In 
 
In  
 
Figura 17- Aparência morfológica dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato 
intoxicado por chumbo durante 60 dias. Presença de inclusões nucleares (In), 
dilatação tubular e descamação de células da membrana basal (seta). Barra = 
10 µm.  (H&E - 1000x). 
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4.3.2- Microscopia Eletrônica 
 Bordadura em escova sem alterações e mitocôndrias integras foram 
observadas nas imagens da ultra estrutura dos ratos controle (Figura 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mi 
Figura 18- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato controle. 
Presença de bordadura em escova, sem alterações (seta) e mitocôndrias 
integras, com formato ovalado (Mi). Barra = 1,98 µm.  (6.300X) 
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Aos oito dias de intoxicação (Figura 19) houve uma presença marcante de 
edema mitocondrial com perda de cristas centrais, também presente aos 15 dias de 
intoxicação (Figura 20). Concomitantemente, houve edema e vacuolização da bordadura 
em escova com perda de microvilosidades. O núcleo não apresentou alterações. Células 
epiteliais descamadas puderam ser encontradas na luz dos túbulos contorcidos proximais 
renais, mas eram pouco freqüêntes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante oito dias. Presença edema (Ed) e diminuição da bordadura 
em escova (seta), com locais de interrupção (It),  mitocôndrias edemaciadas 
(Mi) com fissão mitocondrial (Fi). Barra = 1,98 µm.  (6.300X) 
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Ed 
Figura 20- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 15 dias. Presença  edema (Ed) e diminuição da bordadura 
em escova (setas). Barra = 1,6 µm.  (8.000X) 
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As primeiras inclusões nucleares puderam ser observadas aos 30 (trinta) dias de 
intoxicação, podendo ser uma inclusão ou mais As inclusões nucleares puderam ser vistas 
no núcleo na forma de corpos esféricos muito eletrondensos com um núcleo dento e uma 
região fibrilar como um sol radiante ou como uma estrutura granular compactada em 
contato com a heterocromatina (Figura 21 e Figura 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In
Figura 21- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 30 dias. Presença  de inclusão nuclear, bem definidas com 
aspecto de sol radiante (In). Barra = 1,25 µm.  (10.000X) 
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Figura 22- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 30 dias. Presença de inclusão nuclear dupla (In). Barra = 
1,98 µm.  (6.300X) 
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 Aumento do volume das mitocôndrias com perda de cristas centrais são 
aspectos morfológicos marcantes durante a intoxicação por chumbo, assim como freqüêntes 
mitocôndrias em processa de fissão (Figura 23). 
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Figura 23- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 30 dias. Presença de mitocôndrias edemacias (Mi) e 
fissura mitocondrial (Fi). Barra = 1,0 µm.   (12.500X) 
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Finalmente, aos 60 dias de intoxicação, observou-se grandes inclusões 
nucleares, devido ao longo tempo de exposição ao metal (Figura 24). Em muitos túbulos 
contorcidos proximais renais, a bordadura em escova quase não estava mais presente, 
apresentando-se muito diminuída (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 60 dias. Presença de grandes inclusões nucleares (In). 
Barra = 1,98 µm.  (6.300X) 
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Figura 25- Ultra estrutura dos túbulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado 
por chumbo durante 60 dias. Nota-se a grande diminuição da bordadura em 
escova (Bd). Barra = 7,8 µm.  (1.600X) 
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4.4 Análise de Textura 
A área dos núcleos dos túbulos contorcidos proximais renais aumentou durante 
a intoxicação por chumbo (Figura 26) 
ANOVA revelou diferenças significativas entre os grupos experimentais em 
relação ao segundo momento angular dos graus de cinza da matrix de co-ocorrência Haralik 
(p=0,00562). Não houve diferença significativa entre o grupo controle e os grupos de 8 e 15 
dias de intoxicação. Entre os grupos de 15 e 30 dias de intoxicação observous-e uma 
diminuição dessa variável. A partir dos 30 dias de intoxicação não houve mudanças 
significativas (Figura 27) 
Analisando-se os valores para a variável entropia, observou-se alterações 
significativas entre os grupos. Um aumento foi detectado entre os grupos com 15 e 30 dias 
de intoxicação. Antes e depois desses períodos de intoxicação não houve alterações 
significativas (Figura 28).  
ANOVA mostrou diferenças significativas na dimensão fractal (p=0,00234). 
Não houve alterações significativas entre o grupo controle, oito e 15 dias de intoxicação, 
mas entre os grupos de 15 e 30 dias de intoxicação, a dimensão fractal mostrou-se muito 
elevada, mas sem alterações significativas entre o segundo grupo citado (Figura 29). 
Foi demonstrado, usando ANOVA, que há diferenças significativas entre os 
grupos para os valores de energia em todas as faixas de freqüência examinadas. No estudo 
em questão, os valores de energia indicaram um padrão mais contrastado e repetitivo nas 
imagens microscópicas. Para a faixa de freqüência 1 (Range 1), houve perda de energia 
considerável no grupo de 45 dias de intoxicação e 60 dias de intoxicação. Entre os grupos 
com oito, 15 e 30 dias de intoxicação não foram encontrados diferenças significativas 
(Figura 30).  
Valores de energia na faixa de freqüência 2 (Range 2) demonstraram uma 
tendência oposta: aumentaram com o tempo de intoxicação. O primeiro aumento 
significativo foi visto no grupo de 15 dias de intoxicação e o segundo depois de 45  dias de 
intoxicação (Figura 31).  
Resultados 
59 
Uma tendência similar foi observada para os valores de energia nas faixas de 
freqüência 3 (Range 3) (Figura 32) até a faixa de freqüência 11 (Range 11) (Figura 33). O 
grupo controle, oito e 15 dias de intoxicação demonstraram baixos valores de energia sem 
diferenças significativas detectáveis entre eles, então, após 30 dias de intoxicação, os 
valores de energia tiveram um aumento significativo e se mantiveram em um nível elevado.  
 
 
Área 
Figura 26- Área dos núcleos das células dos túbulos contorcidos proximais renais. Há 
diferenças significativas entre os grupos experimentais em relação à área.
Houve um aumento significativo dessa variável entre os grupos. * = p< 0,05. 
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  Segunto Momento Angular 
Figura 27- Segundo Momento Angular. Há diferenças significativas entre os grupos 
experimentais em relação ao segundo momento angular dos graus de cinza da 
matrix de co-ocorrência Haralik.  Não houve diferenças significativa entre o 
grupo controle e os grupos com oito e 15 dias de intoxicação. Houve uma 
diminuição significativa dessa variável entre os grupos com 15 e 30 dias de 
intoxicação. * = p< 0,05. 
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  Entropia 
Figura 28- Entropia da matrix de co-ocorrência Haralick Há um aumento significativo da 
entropia entre os grupos com 15 e 30 dias de intoxicação. Não houve diferença 
entre o grupo controle e os grupos com oito e 15 dias de intoxicação ou entre 
os grupos com 30, 45 e 60 dias de intoxicação. * =  p<0,05.  
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  Dimensão Fractal 
Figura 29- Dimensão Fractal. Há um aumento significativo na dimensão fractal entre os 
grupos com 15 e 30 dias de intoxicação. Não há diferença entre os grupos 
controle, oito e 15 dias de intoxicação ou entre os casos dos grupos com 30, 45 e 
60 dias de intoxicação. * = p<0,05. 
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 Energia (R1) 
Figura 30- Energia das imagens FFT, faixa de freqüência 1 (R1). Há uma diminuição 
significativa de energia entre os grupos com 30 e 45 dias de intoxicação. Hão 
houve diferenças entre os grupos controle e os grupos com oito e 15 ou 30 
dias de intoxicação ou entre os casos dos grupos com 45 e 60 dias de 
intoxicação. * = p<0,05. 
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 Energia (R2) 
Figura 31- Energia das imagens FFT, faixa de freqüência 2 (R2). Há aumento significativo 
de energia entre os grupos com oito e 15 e entre 30 e 45 dias de intoxicação. 
Não houve diferenças entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 e 30 dias 
de intoxicação ou entre os grupos com 45 e 60 dias de intoxicação. * = p<0,05. 
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 Energia (R3) 
Figura 32- Energia das imagens FFT, faixa de freqüência Range 3.  Há aumento 
significativo de energia entre os grupos com 30 e 40 dias de intoxicação. Não 
houve diferenças entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 e 30 dias de 
intoxicação ou entre os grupos com 45 e 60 dias de intoxicação. * = p<0,05. 
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 Energia (R11) 
Figura 33- Energia das imagens FFT, faixa de freqüência Range 11. Há aumento 
significativo de energia entre os grupos com 15 e 30 dias de intoxicação. Não 
houve diferenças entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 dias de 
intoxicações ou entre os grupos com 30, 45 e 60 dias de intoxicação.  
* = p<0,05. 
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Segundo Cranfield (2003), o chumbo existente no ambiente pode ser 
introduzido no organismo através de inalação (ar atmosférico), ingestão (contaminação da 
água, alimentos e solo), bem como por via cutânea (compostos chumbo lipossolúveis).  
A absorção do chumbo pelas vias citadas não depende unicamente de sua 
concentração e tempo de exposição mas, também, de fatores relacionados às propriedades 
físico-químicas do composto considerado e, ainda, de fatores intrínsecos ao  
indivíduo - idade, estado fisiológico, dos níveis de cálcio, magnésio, ferro, fósforo e 
vitamina D presentes na dieta (Lauwerys e Hoet 1993). 
Após ser absorvido, o chumbo é distribuído pelo sangue aos diversos órgãos e 
sistemas. No sangue liga-se aos eritrócitos numa proporção superior a 90% e o mecanismo 
desta ligação não está perfeitamente definido, o mesmo ocorrendo em relação à sua 
transferência do sangue aos diversos tecidos  
Na distribuição do chumbo no organismo, dois compartimentos são de 
fundamental importância: o chamado compartimento de permuta constituído pelo sangue e 
tecidos moles e o chamado compartimento de armazenamento, constituído principalmente 
pelos ossos. O teor total de chumbo no organismo humano normal oscila de 100 a 400 mg e 
aumenta com a idade (Larini, 1987). 
O chumbo segue o movimento do cálcio no organismo, depositando-se nos 
ossos como fosfato de chumbo, sendo que até 94% do chumbo absorvido podem ser 
armazenados nesse local. A concentração do chumbo nos ossos varia de acordo com a 
idade e o tipo de osso. Este armazenamento ocorre na superfície inorgânica dos ossos, 
basicamente na matriz inorgânica óssea, formada pelos cristais de hidroxiapatita 
[Ca3(PO4)2CaOH] (Mitchell et al., 1977). 
O chumbo absorvido é excretado principalmente através da urina e fezes. A 
eliminação renal envolve um processo de filtração glomerular e transporte transtubular. É 
importante ressaltar que o teor de chumbo na urina não representa com fidelidade o grau de 
absorção e este fato é explicado em função de variações individuais tais como, por 
exemplo, alterações da função renal, quantidade de líquido ingerido e gravidade específica 
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da urina. Os rins excretam quantidades elevadas de chumbo somente quando a 
concentração sanguínea é elevada e uma correspondência entre o chumbo urinário e 
absorvido é encontrada somente para os compostos orgânicos. Todavia, a determinação do 
teor urinário de chumbo pode ser útil na indicação de exposição quando acompanhada de 
outros parâmetros mensuráveis (Costa, 1997; Lin et al., 2003).  
A determinação do ALA-U tem sido proposta para o monitoramento da 
intoxicação por chumbo quando não se pode dosar diretamento o metal no sangue (Pb-S). 
Caldeira et al. (2000), demostraram que há uma boa correlação entre os valores 
de ALA-U e o de Pb-S e que concentração da ALA-U pode ser utilizada principalmente em 
indivíduos expostos ao metal, os quais que ainda não possuem Pb-S acima dos valores de 
referência e podem fornecer um diagnóstico precoce da intoxicação. 
A toxicidade do chumbo se manifesta principalmente em quatro sistemas: 
gastrointestinal, renal, nervoso e hematopoiético, sendo esse último de grande importância 
no monitoramento biológico à exposição a este metal. O principal efeito do chumbo nesse 
sistema é a redução dos níveis do grupo prostético Heme, causado pela inibição de algumas 
enzimas utilizadas na síntese da hemoglobina, devido à ligação do chumbo à enzima   
ALA-D, causando o acúmulo do ALA no sangue e urina (Alessio e Foá, 1983; Atsdr, 1990; 
Landrigan, 1989; Paolielo et al., 1993). 
Então, um fator importante é, talvez, o aumento contínuo do ácido delta-
aminolevulínico (ALA), um precurso do grupamento Heme que se acumula durante a 
intoxicação por chumbo. A autooxidação do ácido delta-aminolevulínico gera espécies 
reativas de oxigênio, os quais contribuem para com os mecanismos mencionados acima 
(Hermes-lima et al., 1991).  
A bordadura em escova das células do túbulo contorcido proximal renal é 
considerada  o caminho pelo qual o chumbo chega ao interior celular, bem como a partir do 
lado basolateral através de transporte ativo com um íon livre. Esse processo pode envolver 
uma ligação à sítios de ligação não específicos na membrana, seguidos por internalização 
através de endocitose (Sivaprasad et al., 2004). 
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Uma vez que o chumbo tem uma forte afinidade com o grupo sulfidril, amino, 
carboxyl e grupos hidroxil de amino ácidos, é mais provável que todas as enzimas possam 
ser inativada pelo chumbo (Piomelli, 2002).   
Especialmente enzimas ricas em grupos SH são muito sensíveis a essa toxina e, 
portanto, talvez essas enzimas que transportam íons com o Ca2+ ATPase, Na+/K+ ATPase e 
anidrase carbônica também são inibidas no rim (Patel et al., 2006) 
Há evidência que a intoxicação por chumbo causa estresse oxidativo, o qual 
poderia aumentar a peroxidação de membranas lipídicas e diminuir a capacidade 
antioxidante (Sivaprasad et al., 2004) 
Todos esses mecanismos explicam as importantes alterações morfológicas do 
citoplasma das células tubulares proximais renais, o encurtamento e a perda das 
microvilosidades e as invaginações basolaterais, bem como a perda da integridade de 
vesículas, edema mitocondrial e cristolise (Herak-Kramberger e Sabolic, 2001).  
O dano morfológico ocorreu paralelamente à diminuição da capacidade da 
reabsorção de sódio e potássio, dos túbulos contorcidos proximais renais, nas primeiras 2  
semanas de intoxicação. 
Mudanças na fisiologia celular são freqüêntemente acompanhadas por subitas 
alterações da arquitetura nuclear. Portanto incluiu-se metodos cariométricos neste estudo. 
A quantificação das alterações dos núcleos podem ser feitas através de 
diferentes métodos como o simples procedimento de contagem de características nucleares 
ou das subestruturas dos mesmos e analise computadorizada da textura (Cia et al.,1999; 
Irazusta et al., 1998; Metze et al., 1999; Metze et al., 1999; Lorand-metze et al., 1998; 
Oliveira et al., 2001; Mello et al., 2008; Adam et al., 2008; Herreros et al., 2007;  
Auada et al., 2006; Rocha et al., 2008; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006;  
Kayser et al., 2007) 
Esse último pode reveler mudanças da arquitetura nuclear as quais não podem 
ser vistas ou objetivadas por um observados humano. Uma vez que ainda não há um 
conceito unificador de textura, vários métodos para sua avaliação tem sido descritos como a 
mensuração das características obtidas a partir da matriz de co-ocorrências dos valores de 
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cinza (Mello et al., 2008; Adam et al., 2008; Herreros et al., 2007; Auada et al., 2006; 
Rocha et al., 2008; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006). 
Toda essa variedade de técnicas produziram resultados semelhantes nesta 
investigação. Uma das principais constatações foi que mudanças na cromatina não puderam 
ser detectadas entre o grupo controle e o grupo após 8 dias de intoxicação o que, está de 
acordo com a microscopia eletrônica analisada.  Por outro lado, alterações ultraestruturais 
do citoplasma, como perda da bordura em escova, e importantes alterações fisiopatológicas 
com a diminuição da reabsorção de sódio foram proeminentes. 
Essas mudanças estavam presentes no 8º dia de intoxicação, mas nesse período 
experimental somente uma variável indicou mudanças na textura nuclear. Os valores de 
energia da faixa de freqüência 2 (R2) das imagens FFT aumentaram, o que equivale a uma 
arquitetura da cromatina ligeiramente mais contrastada e grosseira. Esse achado não é uma 
supresa, uma vez que foi recentemente demonstrado que os valores de energia para baixas 
faixas de freqüência de imagens FFT podem ser mais sensíveis que variáveis derivadas da 
matriz de co-ocorrência dos níveis de cinza (Auada et al., 2006). 
Analisando os achados morfológicos e patofisiológicos juntos pode-se postular 
que a intoxicação por chumbo afeta inicial e predominantemente as arquiteturas 
citoplasmáticas. 
No 30º dia de intoxicação, os parâmetros fisiológicos em relação ao transporte 
de sódio se normalizaram. 
A análise ultraestrutural revelou que a partir do 30º dia há danos persistentes na 
bordadura em escova. No entanto, vacuolização citoplasmática e o grau de alterações 
estruturais mitocondriais parecem ter diminuído progressivamente com o tempo. 
Duplicação mitocondrial através de fissão puderam ser vistas. 
Neste estudo, inclusões intranucleares típicas, uma marca da intoxicação por 
chumbo, foi detectada pela primeira vez no 30º dia de intoxicação.      
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É evidente que a grande maioria as variáveis da textura nuclear tiveram 
mudanças significativas entre o 15º e o 30º dia de intoxicação. Uma diminuição do segundo 
momento angular e o aumento da entropia indicam um citoplasma mais irregular e mais 
contrastado (com mais áreas de alto contraste) devido a presença das inclusões nucleares 
com centro claro e periferia escura. Isso é confirmado pelo aumento dos valores de energia 
na faixa de freqüência 3  (R3) até 11 (R11), que são equivalentes granularidades  de 
tamanho pequeno e médio na cromatina. A partir do 30º, dia até o fim do experimento, 
nenhuma outra mudança importante na textura nuclear foi observada. 
No 45º e 60º dia de intoxicação, a reabsorção de sódio e potássio demonstraram 
um ligeiro aumento significativo quando comparado com os valores do grupo controle. 
Esse achado foi inesperado, pois muitas células, do túbulo contorcido proximal 
renal, mostraram uma diminuição ou ausência da bordadura em escova nesse período 
experimental e alterações mitocondriais moderadas ainda eram presentes. 
Assim, a questão se coloca: como pode a capacidade de reabsorção fisiológica 
de íons ser restaurada no 30º dia e até ser mais eficiente que no grupo com 45 e 60 dias de 
intoxicação? 
As inclusões nucleares são compostas por um complexo chumbo-proteína e há 
uma forte evidência que essa formação atenua a toxicidade do chumbo, pois a inabilidade 
de sua formação aumenta demasiadamente a toxicidade renal do chumbo (Qu et al., 2002). 
A primeira vista, este estudo parece estar de acordo com essa teoria, já que as 
inclusões nucleares puderam ser vistas a partir do 30º dia de intoxicação, justamente 
quando a capacidade de reabsorção proximal foi normalizada. 
É difícil, no momento, explicações mais detalhadas sem ser de caráter 
especulativo. A fim de garantir a capacidade de transporte de íons, tem-se que, no mínimo, 
normalizar a suprimento de energia e o número de transportadores de íons nas túbulos 
contorcidos proximais renais. 
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Hipertrofia tubular e hiperplasia têm sido descritas como conseqüência dos 
danos ao túbulos contorcidos proximais renais (Wolf, 1999; Wolf, 1995; Jarrar, 2003). 
Grandes áreas com necrose tubular aguda não foram observadas após o 8º ou 
15º dia de intoxicação, nem a excreção de sódio foi compátível com essa situação 
fisiopatológica.  
Contudo, perda de células individuais no interior da luz tubular indica necrose 
celular isolada. Então pode-se esperar que haja uma hipertrofia regenerativa tubular 
compensatória, no mínimo focal. Mas esse fenômeno não explicaria a normalização da 
manipulação de sódio depois de 30 dias de intoxicação por chumbo e o aumento da 
reabsorção de sódio a partir do 45º dia. Com a continuidade da intoxicação durante o 
experimento, estas celúlas recém-formadas devem ser mais resistentes à intoxicação por 
chumbo. 
Há evidência de uma relação recíproca entre o nível de eficiência da atividade 
renal mitocondrial e manipulação tubular do íon sódio (Bento et al., 2007).  
Essas mitocôndrias poderiam, talvez, ser mais resistentes à intoxicação por 
chumbo, acompanhada pelo aumento dos níveis de ALA. 
Assim, o comprometimento da função mitocondrial pode ter contribuído para a 
diminuição da reabsorção de sódio durante as 2 primeiras semanas de intoxicação por 
chumbo em nosso experimento, mas ao final do mesmo, o suprimento de energia 
mitocondrial deve ter sido suficiente para manter o aumento da reabsorção de sódio. 
Análises ultraestruturais revelaram duplicação mitocondrial a partir do 8º dia de 
intoxicação. Esse achado é indicativo da geração de novas mitocondrias, um fenômeno o 
qual tem sido descrito em outras tipos de intoxicação, como por exemplo, no excesso de 
íons de cobre (Kaduk et al., 1980).  
Dois grupos de pesquisa demonstraram que uma única dose de chumbo 
provoca, dentro de 24 horas, redução da excreção de sódio que dure no mínimo 24 horas e 
então volta para o nível basal depois de 72 horas (Huguet et al., 1982; Vargas et al., 2003). 
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Vargas et al. (2003) demonstraram que uma única injeção de chumbo produz 
um aumento na atividade da heme oxigenase (HO-1) nos rins de ratos, aumentando em 12 
vezes sua atividade. HO-1 é considerada uma proteína de estresse do tipo das proteínas de 
choque térmico (Heat Shock Proteíns - HSPs). Ela é ativada por estresse oxidativo como 
parte de um mecanismo agudo de defesa como diferentes estimulos de estresse. Sua ação 
não é muito bem conhecida, mas pode causar uma produção aumentada de biliverdinas e 
bilirrubina, que atuam como metabólitos antioxidantes, neutralizando os radicais reativos 
de oxigênio e inibindo a peroxidação lipídica. 
Por isso, podemos hipotetizar que os efeitos renais na intoxicação por chumbo 
sejam mediados através da indução de HO-1 ou outros antioxidantes. 
Embora este experimento tenha se baseado em intoxicação crônica por chumbo 
e embora a diminuição da excreção de sódio foi notada pela primeira vez após seis 
semanas, não é possível excluir que um mecanismo patofisiológico similar tenha 
participado, desde que altos níveis de enzimas antioxidantes eritrocitárias tenham sido 
descritas em pacientes com intoxicação crônica por chumbo (Hermes-lima et al., 1991). 
O aumento da capacidade de reabsorção de sódio no túbulo contorcido 
proximal renal após seis semanas de intoxicação crônica por chumbo não é totalmente 
compreendido até o momento e requer investigação mais aprofundada. 
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Pode-se concluir a partir dos resultados obtidos no presente estudo: 
1- O transporte de sódio sofre alterações no início da intoxicação por chumbo 
que ocorrem em paralelo com alterações ultraestruturais no citoplasma dos 
túbulos contorcidos proximais renais. Os núcleos parecem inicialmente 
inalterados, mesmo com alterações citoplasmáticas evidentes.  
2- Inclusões nucleares parecem exercer um efeito protetor nos túbulos 
contorcidos proximais renais, já que com o início de sua formação, aos 30 
dias de intoxicação, houve uma recuperação da fisiologia renal normal dos 
ratos  mesmo com alterações citoplasmáticas ainda persistentes.  
3- Assim como as inclusões nucleares de chumbo, regeneração mitocondrial,  o 
aumento de produção de proteínas anti-oxidantes podem estar envolvidas no 
mecanismo de recuperação da fisiologia renal, durante a intoxicação por 
chumbo. 
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